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SOUCHES BACTERIENNES DU GENRE EXIGUOBACTERIUM 



PROCEDE DE CULTURE ET APPLICATIONS 



L f invention a pour objet de nouvelles souches du 
5 genre Exiguobacterium. 

Elle vise egalement un proc6de de culture de ces 
souches, ainsi que leurs applications industrielles . 

10 L 1 invention se rapporte plus particulierement a des 

souches bacteriennes telles qu'isolees d' echantillons 
provenant de systemes hydrothermaux marins profonds. 

L ! etude par les inventeurs des echantillons preleves 
les a conduit a isoler une nouvelle espece 

15 d f Exiguobacterium presentant des proprietes de grand 
interet dans divers domaines de l'industrie. 

L T invention a done pour but de fournir des souches de 
cette nouvelle espece . 

Elle vise egalement a fournir des protocoles de 

20 culture de ces souches precisant les conditions physico- 
chixniques et la composition du milieu de culture qui 
permettent de produire f avorablement des cellules et/ou 
certains metabolites, plus particulierement du L(+) 
lactate . 

25 Selon un autre aspect, 1' invention vise 1 1 utilisation 

directe de ces souches ou celle de leurs metabolites dans 
divers domaines de l'industrie. 

Les souches bacteriennes de l f invention sont 
caracterisees en ce qu'elles possedent une sequence d'ADN 

30 dont au moins une partie est capable de s'hybrider avec de 
l'ADN genomique ou .plasmidique de la souche deposee le 5 
decembre 2002, sous le n° 1-2962, a la Collection Nationale 
de Cultures de Microorganismes (C.N.C.M.), 25 rue du 
Docteur Roux, 75015 PARIS. 
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De maniere avantageuse, au moins 70 % du genome des 
souches de 1' invent ion est capable de s'hybrider avec l'ADN 
de la souche d^posee. 

L ? invention vise en particulier les souches 
5 bacteriennes definies ci-dessus, caracterisees par la 
sequence SEQ ID N°l de l'ARNr 16S : 



GCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCAGGAAGCCGTCTGAACCCTTCGGGGGGACGACGGTGGAATGA 
GCGGCGGACG 

10 GGTGAGTAACACGTAAAGAACCTGCCCATAGGTCTGGGATAACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGAT 
GTGTCATCGG 

ACCGCATGGTCCGCTGATGAAAGGCGCTCCGGCGTCGCCCATGGATGGCTTTGCGGTGCATTAGCTAGTT 
GGTGGGGTAA 

CGGCCCACC7\AGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC 
15 CCAGACTCCT 

ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATG 
AAGGCTTTCG 

GGTCGTAAAGTTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTGCCGCAGGCAATGGCGGCACCTTGACGGTACCTTGC 
GAGAAAGCCA 

20 CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA 
AGCGCGCGCA 

GGCGGCCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGGAGGCTT 
GAGTATAGGA 

GAGi^AGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG 
25 ACTCTTTGGC 

CTATAACTGACGCTGAGGCTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG 
TAAACGATGA 

GTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT 
ACGGTCGCAA 

30 GGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG 
CGAAGAACCT 

TACCAACTCTTGACATCCCCCTGACCGGTACAGAGATGTACCTTCCCCTTCGGGGGCAGGGGTGACAGGT 
GGTGCATGGT 

TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG.TCCTTAGTTGCC 
35 AGCATTnAGT 

TGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC 
TTATGAGTTG 

GGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAGAAAG 
CCGTTCTCAG 

40 TTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCG 
GTGAATACGT 

TCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCG 
TAAGGAGCCA 

GCCGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGA 

45 

ou une sequence ayant une similitude avec SEQ ID N°l 
superieure a 97%. 

Selon un autre aspect , _ces souches sont caracterisees 
50 en ce qu f elles sont thermotolerantes, saccharolytiques et 
amylolytiques et/ou qu'elles sont capables de produire du 
lactate. 
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On notera que, de maniere avantageuse, le lactate 
produit est a plus de 95 % du L(+) lactate. 

Par l 1 expression "thermotol^rante" , on entend des 
souches bacteriennes capables de croitre a des temperatures 
5 de l'ordre de 4 0 a 50 °C, a un pH de 5,4 a 9,15, avec un 
optimum pour la croissance a 45 °C, cl un pH de 7 environ. 

L' invention vise plus particulierement des souches du 
genre Exiguobacterium tel que montre par comparaison des 
sequences de l'ARN de la fraction 16 S des ribosomes. 
10 Ces souches sont encore caracterisees par le fait 

qu'elles ne reduisent pas le sulfate, le thiosulfate, le 
soufre, le sulfite. 

Les souches bacteriennes de l 1 invention sont encore 
caracterisees en ce qu'elles sont Gram positif. 
15 Selon encore une autre disposition, la teneur de l'ADN 

des souches bacteriennes de 1' invention en guanine plus 
cytosine est de l'ordre de 50 mole %. 

L' invention vise en particulier la souche bacterienne 
deposee a la C.N. CM. le 05 decembre 2002 sous le n° I- 
20 2962, 

La reference d 1 identification de cette souche est 10C. 
Comme nom de designation taxonomique, on utilisera 
Exiguobacterium lactigenes sp. nov. 

Les mutants des souches repondant aux definitions qui 
25 pr6c6dent entrent egalement dans le cadre de 1 ' invention 
des lors qu'ils conservent au moins 70 % de capacite 
d' hybridation avec l'ADN genomique de la souche deposee. 

Conformement a I 1 invention, les souches bacteriennes 
definies ci-dessus sont obtenues par culture dans des 
30 conditions anaerobies f acultatives, a un pH de 5,4 a 9,15, 
a 37 °C, dans un milieu de base comme defini ci-apres, 
contenant un sucre utiiisabie par ces souches comme source 
d' energie. 
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Les souches bacteriennes de l 1 invention sont 
avantageusement utilisees dans des procedes de fermentation 
alimentaire . Leurs proprietes f ermentaires et enzymatiques 
permettent d f y remplacer avantageusement et/ou de completer 

5 celles attributes aux bacteries lactiques utilisees 
habituellement . 

La capacite des souches de 1 T invention a fermenter une 
grande varitte de sucres, notamment le D-glucose, le D- 
fructose, le D-galactose, le D-mannose, le mannitol, le D- 

10 ribose, le D-saccharose et le DL-maltose et 1 1 amidon 
constitue un atout important. Certains de ces sucres 
(glucose, fructose, saccharose) potentiellement utilisables 
comme substrats energetiques sont, en effet, disponibles en 
grande quantite, notamment dans les jus f ermentaires 

15 sucriers. 

La possibility d'agir sur le metabolisme de ces 
souches en controlant les parametres physico-chimiques du 
milieu de culture (pH, rapport sucres/peptides ) elargit 
leur domaine d 1 application . Ainsi, il est possible par 
20 exemple d'orienter la fermentation vers la production de 
cellules et de metabolites cellulaires tels que des 
enzymes . 

L 1 invention vise done egalement un procede de 
production de metabolites, en particulier de L(+) lactate, 
25 caracterise en ce qu'il comprend 

la culture d'une souche bacterienne telle que 
definie ci-dessus, dans des conditions appropriees pour son 
dtveloppement et pour la production du metabolite 
recherche, 

30 - la recuperation des metabolites produits, suivi de 

l'isolement du metabolite desire et sa purification. 

L'acide lactique produit par les souches de 
1' invention est d f un grand interet car il est constitue a 
plus de 95 % par du L( + ) lactate qui est assimilable par 
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les organismes superieurs alors que le D(-) lactate 
presente un caractere de toxicite . 

On le separe de la culture, et on le concentre par 
exemple par evaporation, le cas echeant jusqu'a siccite. 
5 Les concentres ou produits sees sont utilises tels 

quels ou traites pour former des d6riv£s souhait6s de 
l'acide lactique. 

Les applications de l'acide lactique ou de ses esters 
et autres derives concernent de nombreux domaines. 
10 L'acide lactique est ainsi utilise dans 1 ' industrie 

agro-alimentaire en 1 1 incorporant dans des boissons, des 
bieres, des produits laitiers tels que creme, fromage, 
beurre, des glaces ou encore des confitures. 

Comme tensio-actif , on l'utilisera avec avantage en 
15 panification et viennoiserie sous forme par exemple de 
lactyl mono- et diglycerides et de sodium stearyl 
lactylate • 

Dans 1' industrie pharmaceutique, le lactate de 
potassium peut constituer un substitut du chlorure de 

20 sodium particulierement precieux dans les cas 
d 1 hypertension . 

II est aussi utilise pour ses proprietes de 
complexant, notamment avec le fer et le calcium pour 
traiter les carences. 

25 Enfin parmi les applications de l'acide lactique, de 

ses sels et derives dans l 1 industrie chimique, on citera 
son utilisation dans 1 1 elaboration de resines plastiques, 
d'adhesifs, de pesticides, de textiles, ou encore dans des 
peintures, des diluants et des solvants, ou pour le 

30 traitement de surface de metaux. 

On soulignera son grand interet dans la chimie des 
polymeres ou il sert a fabriquer des polylactides et/ou des 
copolymeres avec par exemple des oxydes de polyalkylene, 
des alcools polyvalents, de l'acide glycolique, des acides 
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hydroxycarboxyliques, des copolymeres d 1 ethylene et de 
propylene, des caoutchoucs butyliques ou des elastomeres de 
polyurethane thermoplastiques . A partir de ces polymeres 
et/ou copolymeres, divers articles peuvent etre fabriques 
5 en particulier pour 1 1 emballage, des films a usages 
medicaux pour realiser des pansements ou encore des 
matieres d'enrobage pour sutures chirurgicales . 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention 
sont rapportes dans la description qui suit, donnee a tit re 
10 d'exemple, qui concerne la souche 10C mentionn^e plus haut, 
deposee a la C.N. CM. sous le n°I-2962. 

a. Protocole d'isolement de la souche 10C 

L'isolement a ete effectue a partir d f echantillons de 
15 systemes hydrothermaux profonds marins. 

Milieux et methodes de culture 

On utilise un milieu de base contenant (pour 1 litre 
20 d'eau distillee) : lg de NH 4 C1, 0,3g de KH 2 P0 4 , 0,3g de 
K 2 HP0 4/ 25g de NaCl, 0,2g de CaCl 2 , 0 , lg de KC1, 3g de 
MgCl 2 , 0,5g de CH 3 COONa, 0,5g de cysteine-HCl, 0,lg 
d 7 extrait de levure (Difco Laboratories), 10ml d'une 
solution min^rale de Balch (1), lmg de r^sazurine. Le pH 
25 est a juste a 7,3 avec KOH 10M et le milieu est porte a 
ebullition sous un courant d' azote et refroidi jusqu'a la 
temperature ambiante . 

Les compositions de la solution minerale de Balch et 
de la solution d T oligoelements de Balch sont les suivantes 
30 : 

Solution minerale de Balch . . . .. . .. . 

KH 2 P0 4 6 g 

NH 4 ) 2 S0 4 6 g 

NaCl 12 g 
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MgS0 4 ,7H 2 0 
CaCl 2 ,2H 2 0 
H 2 0 distillee 



2, 6 g 
0,16 g 
q.s.p. 1000 ml 



5 Solution d ' oligo-elements de Balch 



Acide nitriloacetique 


1,5 


g 


MnS0 4 ,2H 2 0 


0,5 


g 


MgS0 4 ,7H 2 0 


3 


g 


NaCl 


1 


g 


FeS0 4 , 7H 2 0 


0,1 


g 


CoCl 2 , 6H 2 0 


0,1 


g 


CaCl 2/ 2H 2 0 


0,1 


g 


ZnCl 2 


0,1 


g 


CuS0 4/ 5H 2 0 


0, 01 


g 


A1K(S0 4 ) 2 


0,01 


g 


H3BO3 


0, 01 


g 


Na 2 Mo0 4 


0, 01 


g 


H 2 Q distillee q.s.p. 


1000 


ml 



20 Le pH du milieu de culture est ajuste a pH 7,3 avec 

KOH 10 M. 

Le milieu est ensuite porte a ebullition, puis 
refroidi jusqu'a la temperature ambiante et reparti sous un 
courant d 1 azote dans des tubes de Hungate, a raison de 5 ml 
25 par tube, et dans des flacons de serum, a raison de 20ml 
sous courant d'azote et de gaz carbonique (80 :20 ;v/v) . 

Apres traitement a 1 ! autoclave des recipients scelles 
a 110°C pendant 45 min, on ajoute Na2S, 9H2O, Na 2 CC>3 et du 
glucose, a partir de solutions st^riles, ce qui conduit, 
30 respectivement a des concentrations de 0,04%, 0,2% et 20mM. 

Pour initier 1' enrichissement de la culture, on 
inocuTe un echantillon de 2 0mi de milieu, et on incube a 
37 °C. La culture est purifiee en utilisant la methode des 
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rolls tubes de Hungate avec un milieu solidifie avec 15g/l 
d' agar . 

b. Description de la souche 

La souche 10C est une bacterie a Gram positif, non 
sporulante, ana^robie facultative , se presentant sous 
forme de batonnets , avec une croissance optimale a 45°C, a 
pH 7 et 0-2% de NaCl . 

II s'agit d'une souche h^terotrophe qui requiert de 
l'extrait de levure pour fermenter les sucres. 

La temperature de croissance de la souche est de 12 a 
50°C / & un pH de 5,4 a 9,1, et une concentration en NaCl 
entre 0 et 12%. 

On observe une croissance optimale a 45 °C, a pH 7 et 
0-2% de NaCl. 

Dans un milieu contenant des hydrates de carbone, 
notamment du glucose comme source d'energie, on ajoutera 
avec avantage des peptides, par exemple des extraits de 
levure, pour favoriser la croissance. 

- proprietes metaboliques 

La fermentation de sucres conduit essentiellement a du 
(L+) lactate (environ 2 moles de lactate/mole de glucose 
fermente) . Dans des conditions de croissance adaptees, on 
observe la production de formate, acetate et ethanol. 

Caracteres genetiques : 

La souche 10C est caracterisee par une teneur de l'ADN 
en guanine + cytosine de 50,4 mole%. 

La purification et 1' extraction de l'ADN, 
1' amplification et le sequengage de l'ARNr 16S sont 
realises selon . ..(2) , . (3) . .et .(4)._ L'ADN a. . ete isole par 
chromatographie sur hydroxyapatite selon le procede de 
Cashion et al (5) . L 1 hybridation ADN-ADN a ete effectuee 
comme decrit par De Ley et al (6), avec la modification 
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decrite par Huss et al (7) et Escara et Hutton (8) en 
utilisant un spectrophotometre modele 2 600 equipe d'un 
thermoprograinme 2527-R (Gilford Instrument Laboratories 
Inc., Oberlin, Ohio, EUA) . 
5 La sequence de l'ARNr 16S correspond a SEQ ID N° 1 

donnee ci-dessus. 

c. Tableau de differences des substrats entre la 
souche 10C et E . aurantiacum 



Substrats 10 C Exlg aurantiacum 

Lactate - - 

Benzoate 

Glucose + + 

Fructose + 

Galactose + + 
Dx-ylose 

Mannose + - 

Mannitol + + 

Gycerol - + 

Fumarate - + 
Pyruvate 

Arabinose - - 

Ribose + + 
Sorbose 

Sucrose + + 

Maltose + + 
Acetate 
Butyrate 

Propionate / - - 

Casaminoacides - - 

Dulcitol - - - 



Lactose 

Rhamnose 

Melizitose 



WO 2004/055173 PCI7FR2003/003665 

10 



d. Procedes de culture et applications 

5 I- PRODUCTION DE BIOMASSE PAR FERMENTATION DE SUCRE 

On opere en milieu non renouvele . 

La fermentation est r6gulee a un pH de 7 a 1 1 aide 
d'une solution alcaline (soude par exemple) et a une 
temperature de 45°C. On utilise un milieu de culture 
10 repondant a la composition suivante : 

- Glucose a calculer 

- Extrait de levure/hydrolysat de proteines a calculer 

- NH 4 C1 1 g/1 

- NaCl 0,5 g/1 
15 - KH 2 P0 4 0,3 g/1 

- K 2 HP0 4 0,3 g/1 

- MgCl 2 , 6H 2 0 0,2 g/1 

- KCl 0, 1 g/1 
~ CaCl 2 2H 2 0 0,lg/l 

20 Les concentrations en sucre et en extraits de levure 

sont fonction de la concentration en cellules que 1 1 on 
souhaite obtenir. 

Le sucre est autoclave separement du reste du milieu 
de culture, ainsi que certains sels mineraux qui forment un 

25 pr6cipit6 lors de 1 1 autoclavage . lis sont ensuite ajoutes 
sterilement a 1' autre partie du milieu de culture (extrait 
de levure + mineraux, autoclaves ensemble) , puis le volume 
final est a juste avec de l'eau distillee sterile. L f exemple 
ci-dessous permet de mieux comprendre le protocole de 

30 preparation des milieux. : 



Exemple de preparation de 16 litres d'un milieu a 40 g/1 de 
saccharose et 3 g/1 d 1 extrait de levure : 
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1°) Pesee et autoclavage 



5 Saccharose 
MgCl 2 6H 2 0 
CaCl 2 2H 2 0 

Extrait 
10 de levure 

NH4C1 

KH 2 P0 4 

K 2 HP0 4 

NaCl 
15 KC1 



Concentration 

40 g/1 640 g 

0,2 g/1 3,2 g 

0,1 g/1 1,6 g 



3 g/1 48 g 

1 g/1 16 g 

0,3 g/1 4,8 g 

0,3 g/1 4,8 g 

0,5 g/1 8 g 

0,1 g/1 1,6 g 



Masse a peser 



Dans env. 500 ml 
d'eau distill£e. 
Autoclavage 110 °C, 
20 & 30 min. 



Dans env. 15 1 d'eau 
distill^e . 

Autoclavage 121°C, lh30, 



20 



NB : le sucre est autoclave dans un faible volume de 
liquide et seulement 20 minutes a 110 °C pour eviter 
l'hydrolyse du saccharose. Les sels de magnesium et de 
calcium sont autoclaves a part des autres sels et de 
1' extrait de levure afin d f 6viter toute precipitation. 



2°) Assemblage : la solution a base de sucre est transferee 
dans les 15 litres de milieu contenant l 1 extrait de levure, 
25 puis de 1 1 eau distillee sterile est ajoutee pour completer 
jusqu'a 16 litres. Tous ces transferts se font sterilement, 
autour de la flamme d'un Bee Bunsen, au moyen d'une 
surpression d 1 azote appliquee dans le fut a vider pour 
pousser le liquide. 

30 

.3°) Hompgeneisatio.n : un flux, d' azote N 2 est mis . a buller 
dans le milieu ainsi assemble afin de melanger tous les 
elements et d 1 assurer 1 1 anaerobiose . 
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2 . Mode de fermentation 

Les etudes ont ete realisees en mode discontinu, ou 
batch, rendu continu par 1 ' enchainement des batchs . II 
5 s'agit d'un systeme de "feed-harvest", ou "batchs repetes", 
qui se schematise par 1 1 enchainement sequentiel de trois 
6tapes : remplissage du fermenteur par du milieu neuf , puis 
culture des bacteries en batch, puis vidange du mout de 
fermentation en laissant un pied de cuve pour 1 1 inoculation 

10 du batch suivant, puis nouveau remplissage, etc, 

D'un point de vue pratique, 1 1 avantage de ce systeme 
reside dans le fait que les phrases de nettoyage et de 
sterilisation du fermenteur entre deux batchs sont 
supprimees, et dans la possibility d f automatisation du 

15 procede. En effet, il est possible de programmer un 
automate qui declenche les operations de vidange et de 
remplissage selon la valeur de parametres acquis en ligne 
par une unite de regulation. 

20 II. PRODUCTION DE BIOMASSE PAR FERMENTATION D' AMI DON 

Dans d'autres experimentations, en utilisant un 
substrat d'amidon et le milieu tamponne defini ci-dessus 
(mais avec 10 g d'amidon par litre), on obtient une 
transformation de 1 1 amidon donnant plus de 95% de L( + ) 

25 lactate et des traces de formiate. 
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REV EN D I CAT I ON S 



1/ Souches bacteriennes, caracterisees en ce 
qu'elles possedent une sequence d'ADN dont au moins une 
5 partie est capable de s'hybrider avec de 1 1 ADN genomique ou 
plasmidique de la souche deposee le 5 decembre 2002, sous 
le n° 1-2962, a la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes (C.N. CM.) . 



10 2/ Souches bacteriennes selon la revendication 1, 

caracterisees en ce qu'au moins 70 % de leur genome est 
capable de s 1 hybrider avec 1 1 ADN de la souche deposee. 



3/ Souches bacteriennes selon la revendication 1 ou 
15 2, caracterisees par la sequence SEQ ID N°l de 1 1 ARNr 16S : 



GCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCAGGAAGCCGTCTGAACCCTTCGGGGGGACGACGGTGGAATGA 
GCGGCGGACG 

GGTGAGTAACACGTAAAGAACCTGCCCATAGGTCTGGGATAACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGAT 
20 GTGTCATCGG 

ACCGCATGGTCCGCTGATGAAAGGCGCTCCGGCGTCGCCCATGGATGGCTTTGCGGTGCATTAGCTAGTT 
GGTGGGGTAA 

CGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC 
CCAGACTCCT 

25 ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATG 
AAGGCTTTCG 

GGTCGTAAAGTTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTGCCGCAGGCAATGGCGGCACCTTGACGGTACCTTGC 
GAGAAAGCCA 

CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA 
30 AGCGCGCGCA 

GGCGGCCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGGAGGCTT 
GAGTATAGGA 

GAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG 
ACTCTTTGGC 

35 CTATAACTGACGCTGAGGCTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG 
T AAACGAT G A 

GTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT 
ACGGTCGCAA 

GGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG 
40 CGAAGAACCT 

TACCAACTCTTGACATCCCCCTGACCGGTACAGAGATGTACCTTCCCCTTCGGGGGCAGGGGTGACAGGT 
GGTGCATGGT 

TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACQAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCC 

AGeATTnAGT " ~ " 

45 TGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC 
TTATGAGTTG 

GGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAGAAAG 
CCGTTCTCAG 
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TTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCG 
GTGAATACGT 

TCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCG 
TAAGGAGCCA 

5 GCCGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGA 

ou une sequence ayant une similitude avec SEQ ID 
N°l superieure a 97% . 

10 4/ Souches bacteriennes selon 1 1 une quelconque des 

revendications 1 ci 3, caracterisees en ce qu'elles sont 
thermotolerantes, saccharolytiques et amylolytiques et/ou 
capables de produire du L(+) lactate. 

5/ Souches selon l'une quelconque des 

15 revendications 1 a 4, caracterisees par des proprietes de 
croissance a des temperatures de 1 1 ordre de 40 a 50° C, a un 
pH de 5,4 a 9,15, avec un optimum pour la croissance a 
45°C, a un pH de 7 environ. 

6/ Souches bacteriennes selon l'une quelconque des 

20 revendications 1 A 5, caracterisees par une teneur de leur 
ADN en guanine et cytosine de 50 mole% environ. 

7/ Souche bacterienne deposee a la C.N. CM. le 5 
decembre 2002, sous le numero 1-2962. 

8/ Procede de culture de souches bacteriennes selon 

25 l'une quelconque des revendications 1 a 1, caracterise en 
ce qu'on opere dans des conditions anaerobies f acultatives, 
a un pH de 5,4 a 9,15 environ, a 37 °C, en particulier de 
6,5 a 7,5, dans un milieu de base contenant un sucre 
utilisable par ces souches comme source d'energie. 

30 9/ Application des souches bacteriennes selon l'une 

des revendications 1 & 1, dans des procedes de fermentation 
alimentaire . 

10/ Procede de production de metabolites tels que 
Ie~'L~( +")" "lactate;"'" ca"racVeri*sir "en ce qu~ r iT"'"c6mprend" " " 
35 - la culture d'une souche bacterienne selon l'une 

quelconque des revendications 1 £ 7 dans des conditions 
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appropriees pour son developpement et pour la production du 
metabolite recherche, 

la recuperation des metabolites produits, 
l'isolement du metabolite desire et sa purification. 
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LI STAGE DE SEQUENCES 

<110> INSTITUT DE RECHERCHE POUR LE DEVELOPPEMENT (I.R.D.) 

<120> SOUCHES BACTERIENNES DU GENRE EXIGUOBACTERIUM PROCEDE DE CULTURE 

ET APPLICATIONS 

<130> CP/VB 60859 

<140> 0215865 

<141> 2003-12-10 

<160> 1 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 1510 

<212> DNA 

<213> Exiguobacterium acetylicum 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1117) . . (1117) 

<223> unknown 



<400> 1 
gcgtgcctaa 


tacatgcaag 


tcgagcgcag 


gaagccgtct 


gaacccttcg 


gggggacgac 


60 


ggtggaatga 


gcggcggacg 


ggtgagtaac 


acgtaaagaa 


cctgcccata 


ggtctgggat 


120 


aaccacgaga 


aatcggggct 


aataccggat 


gtgtcatcgg 


accgcatggt 


ccgctgatga 


180 


aaggcgctcc 


ggcgtcgccc 


atggatggct 


ttgcggtgca 


ttagctagtt 


ggtggggtaa 


240 


cggcccacca 


aggcgacgat 


gcatagccga 


cctgagaggg 


tgatcggcca 


cactgggact 


300 


gagacacggc 


ccagactcct 


acgggaggca 


gcagtaggga 


atcttccaca 


atggacgaaa 


360 


gtctgatgga 


gcaacgccgc gtgaacgatg aaggctttcg 


ggtcgtaaag 


ttctgttgta 


420 


agggaagaac 


aagtgccgca 


ggcaatggcg gcaccttgac 


ggtaccttgc 


gagaaagcca 


480 


cgg'ctaacta 


cgtgccagca 


gccgcggtaa tacgtaggtg 


gcaagcgttg 


tccggaatta 


540 


ttgggcgtaa 


agcgcgcgca 


ggcggcctct 


taagtctgat 


gtgaaagccc 


ccggctcaac 


600 


cggggagggc 


cattggaaac 


tgggaggctt 


gagtatagga 


gagaagagtg 


gaattccacg 


660 


tgtagcggtg 


aaatgcgtag agatgtggag gaacaccagt 


ggcgaaggcg 


actctttggc 


720 


ctataactga 


cgctgaggct 


gcgaaagcgt 


ggggagcaaa 


caggattaga 


taccctggta 


780 


gtccacgccg 


taaacgatga 


gtgctaggtg 


ttggagggtt 


tccgcccttc 


agtgctgaag 


840 


ctaacgcatt 


aagcactccg 


cctggggagt 


acggtcgcaa 


ggctgaaact 


caaaggaatt 


900 


gacggggacc 


cgcacaagcg 


gtggagcatg 


tggtttaatt 


cgaagcaacg 


cgaagaacct 


960 


taccaactct 


tgacatcccc 


ctgaccggta 


cagagatgta 


ccttcccctt 


cgggggcagg 


1020 


ggtgacaggt 


ggtgcatggt 


tgtcgtcagc 


tcgtgtcgtg 


agatgttggg 


ttaagtcccg 


1080 


caacgagcgc 


aacccfetgtc cttagttgcc agcattnagt 


tgggcactct 


;agggagaGt-g ..IJJLAQ. 


ccggtgacaa 


accggaggaa 


ggtggggatg 


acgtcaaatc 


atcatgcccc 


ttatgagttg 


1200 


ggctacacac 


gtgctacaat 


ggacggtaca 


aagggcagcg 


aagccgcgag 


gtggagccaa 


1260 


tcccagaaag ccgttctcag ttcggattgc 


aggctgcaac 


tcgcctgcat 


gaagtcggaa 


1320 
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tcgctagtaa tcgcaggtca gcatactgcg gtgaatacgt tcccgggtct tgtacacacc 1380 

gcccgtcaca ccacgagagt ttgcaacac.c cgaagtcggt gaggtaaccg taaggagcca 14 4 0 

gccgccgaag gtggggcaga tgattggggt gaagtcgtaa caaggtagcc gtatcggaag 1500 

gtgcggctga 1510 
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